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EPOTML0N6. DEREN HERSTELLUNGSVERFAHRgN UNO IHRE VERVENOUNG ALS ARZNEIMITTEL 
UNO PFIANZENSCHUTZENDE MITTEL 



Oie Erfindung betrifft Epothilone derfolgenden aligemeinen Formel: 




worta R1 WMMWtoff. C r C 4 -Alkyl. C r C 4 -Alkanoyt, K*. Nr. 1/2 Mg*- o<*** 1* 
Ca** bedeutot und R 2 Wasseretoff odtr tint Mtthyigmppt darsttllt. 



Ftmtr betrtffi dim Erfindung tin Epothilon. gtktnnzticrintt durch tintn odtr mthrtre 
dartalgtndtn Paramtttn 
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C^H^NO^ [4931 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)* 

UV (MeOH) (log e) • 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Iftran: 

v: 3429:2966; 2937: 1737: 1691: 1463: 1374: 1295: 1257; 1165. 1150. 1087; 1029: 1014; 979 cnr 1 
DC: Rp - 0.75 

OC-Alufolie 60 F254. Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol ■ 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Lflscnung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vantllin/Scriwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120 X. 

braune Anf&r&ung 

HPLC:Rf5,4 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorto RP-18 7 urn. Merck; 
Flufl: 1 ,5 mi/min; Laufmittel: Mettianot/Wasser - 65 : 35 
Detektor UV 254 nm 

Dos weiteren betrifft die Erttndung ein Epothilon, gekennzeicfmet dure* einen Oder 
mehrere der folgenden Parameter: 
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1 H-NMR-0at»n 



i3c-NMR-0aten 
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15,7 | 
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•) ZUordnung vtrtauichbif 
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C^TH^NOeStSOTJ 

FAB-MS (ntg. lonon): 506.25 fur (M - H)* 

UV (MtOH) W (log e) • 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim aut Irtran: 

v m 3400:2986:2931; 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463; 1378: 1250: 1149: 1049: 977 CfTT 1 
DC: Rp • 0,75 

DC-Ahifotii 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dicttormotnart/Motnanol a 90 : 10 
OettWon: 1 . UV-LOscnung bei 254 nm 

2. Ansprflhen mtt Vanillin/Schwefeisdure-Reagenz und ertiim aut 1 20 *C, 

braune Anf&rbung 

HPLC: R^ » 6,3 mm 

SAuto: 4x250 mm Udvotcrto RP- 1 8 7 jim, Merck; 
FHjB: 1 .5 ml/min; Laufmitt*: Metnanol/Waswr - 65 : 35 
Detetton UV 254 nm 

B«sondtm btvorzugt and Epotnilont frtt dtr folgtndtn Strukturformei: 
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wofin R 2 Wasserstoff Oder Metnyl bedeutet (Das KohJenstoffatom der Mainytgrupp 
wird a* C27 bazeichnet). Femer betrifft die Erfindung em Verfahren zum Gewinnen von 
Epothilonen, Insbesondare der vorstehend cnaraktensierten Epottiiiona, das dadurch 
gekannzeichnet ist daS man den Stamm So ca90 DSM 6773 

. in einem KohJenstoffquellen, StfckstoflqueOen und MineraJsaJxe enthaltenden 
Medum fajftMeft 

. entwader wdhrand der Kuttfvienjng das Stammas Oder anschlfeBend ein 
Adsorbemarz zusetzt 

da FermenterbfQhe abtrannt 

die Epotttitone aus dam Adaofbemara eU art und 

da EluatednM Oder Oberweitere Reinigungsschrme von denvden 
Lfisungsmttrt(n) berfneit 

. und gegebenenfeJIe Ober HochdnjckMederdruckdiro und/oder 
Urrtotetalflaatksn de ve«cWedenen Epothione aufreirigt und vonainander trannt 

GegebenenfaJIs kflnnen die so gewonnenen EpotMlone mit gflngigen chemlacnen 
. Verfahren waiter umgeetfzi warden, z.B. mit Basen in die Alkali- und EidaikaiisaJze 
ObertOhit und gegebenenfafla welter m Ethem umgeaem werden, Oder s<e kflnnen mit 
onjaniacnen Slumn in de entaprachenden Ester ObertJhrtwefden. 



Femer betrtmdeEnliidung em 
Fonawtrtschaft undfcder Qartentm beetettend aus «nem odor mehreren der 
vofitthend eufgetOhmn EfrotNtoiit Oder elites odw 

^Zml ge^"** neben einem Oder mehremn GWctten Trigs**) undfcder 
VenjQnnunoemltMKri). 



WO 93/10121 



-7- 



PCT/EP91/02656 



ScrHieflUcft betrifft die Ertindung ein therapeutiscries Mmel, das insbasondere 
cytotoxische Akttvit&ten entwickein und/oder Immunsuppression bewirken kann, 
bestehend aus einem Oder mehreren der vorstehend aufgefQhrten Epothilone Oder eines 
Oder mehrere dieser Epotfiilone enthaitend. gag OenenfaJis neben einem Oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmittei(n). 

- Administrationsforrn: oral 

- Qosia 0.5 bia 200 mg fOr einen Menschen mit 70 kg Normalgewicm 
• Verwandungazweck: Antitumor 

Im fotgenden wird dio Ertindung anhend von Beispieten und exponmomeilen Oaten 
ntter ertflutert. 

ProduJctJonastamm 

Stamm So ca90 wurdt im Jul* 1985 an der Gasetiscftaft tor Biotecfmotogiscfre 
Forscrtting (GBF) aus einer Bodanproba von dan Ufam daa Zambesi, im sOdllchen 
Atoka* isotiert Oar Stamm ist bei der Oeutschen Sammiung von MOcroorganismen 
(DSM) unter Nr. 6773 rrintartagt 

Stammtoiftur und morphologiscfie Bescftreibung: Oer Stamm wfehat auf Ceiluiosa ala 
eiraiger KoNenstoff- und Energiequetle mit KNO3 ala ainziQa Sttckstoffqueiie. z.B. auf 
Filterpapier ubar ST21 Mineralsaiiagar (0.1% KNO3; 0.1% MgS0 4 x 7 l^O; 0.1% CaCfe 
x 2 HjO; 0.1% K2HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 x 7 0.02% Fed* 0.002% Hefeextrakt: 
Standard-SpuranaiamamiOaung; 1 % Agar). Auf diesem Medium warden 
dunkeirattrauns bia sctrwarzbraune FrucWWrper gebidat bastahand sua weinen 
Spomngiolen (etwa 15 Wa 30 iun Ourehmasaar) in mehr odar waniger groSan dictnan 
Haufan und Pakatan. 

Oar Stamm wteM aahrgut mit Glucose und KNO3, tB. auf CA2-Aga/ (Grundmedium: 
1 .5 g Agar in 92 rrt Aqua deal: Stammfcsung 1 : 7.5% KNO3. 7.5% KjHPC^ in Aqua 
dast; Stammtisung 2: 1 .5% MgS0 4 x 7 H 2 0 in Aqua dest; StammKfeung 3: 0.2% 
Cadi x 2H20, 0-15% Fed, in Aqua dast ; Stammttaung 4: 20% Glucosa in Aqua dest 
Oia Stamirtflaungan warden durcti AutoWavieren sterilisiert Ja 1 mi der Iflsungen t bis 
3. sowie 5 tri dar Ldsung 4 warden dem Grundmedium zugegeben, ebenso eina 
geatgneta Manga einer SpureneiementiOaung). 
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Die vagatalfvan Stflbchan haben ale fur Soiangium typiacn* Form (reiatlv dart*, im 
Phasankontrasmukroskop dunkia, zylindrtsche Stabchen mil breft abg lundeten Enden. 
im MIttei 3 - 8 pm lang und 1 pm dick). Nach langerer Adaptation an daa Wachatum in 
FlOaaigmedien wichat dar Stamm in homogener Zellauapenaion. 

Oar Stamm So ca90 produziert ehamiach nana verwandte Verbindungan. die 
antJbiotfsena AMMtat beartzan. Inabaaondara aind diaaa Verbindungan cytotoxiach 
sowi* antifungal wirksam. Hervonuheben ist Z.B. dia Hammung von Mucor hiamaSs. 

ProdukHon dar biotogiaca akfivan Verbindungan: 
Dia Veibindungan warden w&hrend dar logarithmiachan txehin zur stationafen 
Waehatumaphase pioduaeit Bna typiactia Fofmamation vertturt WgandarmaBan: Bn 
100 l-Fermenterwird rrit 80 1 Metfum (0.8% S**a: 02% Glueoae; 0.2% SoyamelU; 
0 j% Hefeextmkt; 0.t% CaCtj x 2 HjO: 0.1% MgS0 4 x 7 HsQ: 8 mg/l Pe-EDTA; pH 7.4) 
gefuBL Beimpft wild mit 10 1 atoer im gWChen Modhim jedocft aatttlch mit SO mM 
HEP ES-Puffar pH 7.4 m SchOttaltolben engezoganan Voifcullur (180 upm. 30 *C). 
Farmantiart win! bal 32 X mit ainar Rflhrgaachwindgkait von 500 upm und ainer 
Banning von OA NLpm m» und SU. darpH Wait wed daeh Zugabe vonKOHbe»7.4 
gtntftn . Ola Farmantatton dauait7 - 10 Tag* 01* geblideten akflvan Verbindungan 
b^dMSfchtaflaimUberatandundtaiiaindan Zeflen. 

Aftamatfv dazu kann in Geganwart von Adaorbartiarzen (z.B. XAD-1 1 60. Rohm und 
Haas, 2 - 5 %) farmantiart wardan. 

laoUafungvonEpoiMonAundB 

wabrand dar Fermentation von Somngium caft/toaum So <*90 (z.B 70 1 
Farmantabonavokitmn) in Gagamran ahaa Adaort*m«x« »• 

21 veOatlnda an daa Han gebunden. Natb Abnwnnung dar KuMuibiOh* (z.B. durcti 

6J WBWM«« w~ ^ ^ m _^ .UAiaaaMAliMt^l 



AMeban in emem ProzaBOer) wird das Han rrtt 3 Bettvoiuman WasMrgewastf en 
ZT* Bettvosimen ***** aftftit Dia van*** Buat. wsrden ,m Vakuum b,a 

vereinigten BnytacetatextrsKe warden zur Trackna eingeengt (ca. 40 3 
TractengtwiCaat). 
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Der Rohaxtratt wind in 50 ml Methanol aufgenommen und an Ucnroprep RPo 8 25-40 
\im (Slida: 400 x 100 mm; Flufl: 200 ml/min; Merck Prepbar) isokratisch mit 
Methanol/Waaaer 674 chromatographieit Die Epothrtone emnaltenden Fraktionen {f\ ca. 
95 • 1 25 min) wardan dutch RP*1 8 Niedardaickcnromaiographi aufgereinigt. (Saul 
400 x 60: HD-SIM 8*20-60, Lafcomattc; Lautmrttei: Metnanol/Wasaer 65/35; Flu 8 25 
mi/min; R, Epothtlon A: 140 * 165 min; f\ Epotfiilon B: 170 • 195 mm). 

Dia Feinreinigung der Epothilona arfolgt durch Kristalliaation aus 

1 . Epothiion A: Toluol/Ethylacetat - 3:2 

2. Epotfiilon 8: Etnylacatat 

Epottillon A 

C2aH3aNO e S[493J 

FAB-MS (nag. lonen): 492.25 fQr (M - H)* 

iH-NMR-Oatana.Tab. 1 

i3c-NMR-0aten $. Tab. 2 

UV (MaOH) (log c) • 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3499:2966:2937; 1737; 1681: 1483: 1374: 1296: 1257: 1185: 1150: 1087: 1029: 1014:979 cnr 1 
DC: Rf -0,75 

0C-A!uto88 60 F^* Metck; Laufmmal: 
Dtehlormethan/Methaiiol -90: 10 
Dataktton: 1 . UV-Uachung bei 254 nm 

2. AnaprQhan mit VafiiiBrVScnwafataiura-Raaganx und emrtzen auf 1 20 *C. 

brauna Anfft/bung 

HPtC:R(«Mmln 

SUa: 4 x 250 mm Udwoaom RP-1 8 7 urn. Maick: 
FhiB: 1,5 mlAnai; Laufmittet: MetftanoVWasser • 65 : 35 
OataMorUV 254 nm 
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Epothilon B 

C 27 H 41 NO 8 S[507] 

FAB-MS <neg. lonen): 506.25 fur (M - H)' 
iH-NMR-Oaten s. Tab. 1 
i3c-NMR-Daten s. Tab. 2 

UV (MeOH) ^ (log e) - 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rm auf irtran: 

v - 3400: 2958: 2931: 2875; 1735: 1689: 1629: 1609: 1483: 1378: 1250: 1149: 1049: 977 Cfir 1 
DC: Rp-0,75 

DC-Aiufolie 60 F^, Merck; Laufmrttei: 
Dichlormethan/Methanol » 90 : 10 
Datektion: 1. UV-LOschung bei254nm 

2. Ansprflhen mit VaniiHrVScrtwefelsaurt-Raagenz und arhitzt auf 120 "C. 

brauna AnOrbung 
HPLC^-Mmta 

Sauia: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 jim. Marck: 
Rufi: 1 ,5 ml/mrn; Lautmtttat: Mathanol/Wassar - 65 : 35 
Detaktor: UV 254 rim 
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TaMi 1 



iH-NMR-Oaten der Epothilone A und 3 
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TaMI«2 



13<>NMB-Dat9n dor Epcthflone A und B 
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Anwendungsbeisptel 

Nach bekannten Methoden (T. Meyer, U. Renegass. D. Fabbro, E. Aiteri, J. Rfisei, M. 
MOller. G. Caravan! & A. Matter. A derivative of staurosporine (CGP 41 251) shows 
selectivity for protein Kinase C inhibition and in vitro anti-proliferative as well as in vivo 
anti-tumor activity. Int. J. Cancer 1989, 43, 851-6) wird Epothilon A aut die Hemmung 
der T-24 Zellinie gntersucnt. Es wird ein IC 50 Wert von < 0.05 nM ermrttelt 
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Pttftfitanspricha 
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FAB-MS (nag. lonen): 492.25 fur (M - Hf 

UV (MaOH) Oog e) « 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691 : 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1 150: 1087: 1029: 1014: 979 cnr 1 
DC: Rp • 0,75 

OC-Alufolie 60 F254, Marck: Laufrrtttal: 
Dichlormathan/Methanol - 90 : 10 
Datektien: 1 . UV-Lflscftung bai 254 nm 

2. Anspruhan mit VanilUn/Schwafatsiura-Reagenz und arhrtzen auf 120 *C. 

brauna Antaibung 
HPLC:Rt»5 t 4min 

Sauia: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-1 8 7 jim, Marck: 
RuB: 1.5 ml/min: Laufmfttai: Mathanol/Wassar - 65 : 35 
OataktenUV254nm 

4. Epotttffon, gik*nnx9(cttn&t<turct\ ainan odar mahrara dar fblgandan Paramatan 
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CjtH^NO^POT] 

FAB-M8 (f»g. ton«n): 50&25 fOr (M - H)' 

UV (M90H) W 0«9 - 210 <* 17 > ; 249 (197) 
IR Rim auf Irtmn: 

v ft 3400: 2958:2931. 2878; 1738; 1689: 1629; 1809; 1483; 1378; 1250; 1149; 1049; 977 CfTT 1 
DC: Rp«0,78 

DC-AJufefl8 60 F254. Laufmrtt*: 
OIchtormfitfnn^smsRd = 90 : 10 
0«9ktfon: 1. UV-Uteftung M 254 nm 

2. AnsprChon mtt V8nfiHn^drw«W8aur9-R8afl8n2 und orhftzt auf 120 'C. 

braun* Antfctoung 
HPLC:f\«e^frtn 

Sfcte 4 x 290 mm Uohraorto RP-1 8 7 pm, Matdq 
RuB: 1,5 mlftrtn; LauftrtM: M8ttanoUWa888i* 85 : 35 
D*8fcfonUV2S4nfn 



WO 93/1012! 



-19- 



PCT/EP91/02656 



5. Vorfahron zum Horstrtlon von Epothiionon nech einom dor vor anstthtndon 
AnaprOcha, dadurch g*k*nnz*ichnmt da8 man dan Stamm So ca90 

in oinom Kohionatoflquollen, Stickstoftquellen und MineraJsaize enthaltenden 
Medium kuWvioil, 

entwodor wfthmnd dor Kufflvferung doa Stammoa odor anachlio8ond em 
Adsorbomarz zuaatzt* 

dio FormontorbrOho atotrannt 

dlo Epotniono aua dem Adaorbomarz eiuian und 

dio Buato drott odor Obor wottoro Rointgungsacnrino von donvdon 
LAoungsrnftto4(n) bofroit, 

und Qogooononfafa Obor HochdfucK/Niodoidnxkchfomotogmpnio und/odor 
Umkriataifiaabon dlo vocachlodonon Epothoono aufrointgt und vonoinandor tronnt 

6. Mtttal tor dan Pflanzonactutz in dor Landwirtscnaft und Forstwirtschaft und/odor im 
Qartanbau. bootohond aua oinom odor mohroron Epothiionon gom&8 oinem dor 
voranstehondon AnapiOcno odor oinea odor mahmrer diosor Epotnilono enthattend. 
gogebononfafa nobon oinom odar mohroron ubtichon Trdgarfn) und/odor 
Vorctflnnungamntoi(n). 

7. Mtttal nach Anapruch 6. dadurch tfO*an/ u ate/ir»o* daB oa oin Fungizid odor 
Funtfatattkum lot 

8. Thorapouoachoa Mteot, daa inabaaondoro cywtoxiocho AWvttaton omwtcfcoin 
unoVbdar Imwwnaupproaton bowirfcon kann, bootohond aua oinom odor mohroron 
EpotMonan nach oii^ AiwpfOeh^ 

gogabononttffa nobon oinom odor mohroron Qbiichon Trdgortn) und/odor 
VoidQnnunprtWn). 
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trialkylsilyl, or benzyl or ph nyl (both optionally substituted by 1-6C 
aikoxy, 6C alkyl. OH and halo). 

USE - The compounds are used in plant protectants for agriculture, 
horticulture and forestry, and in pharmaceuticals, especially as 
cytostatics (claimed). They ar derived from epothilone A and B, 
andhav cytotoxic and immunosuppressant activity. 

Dwg.O/0 

Title Terms: NEW; DERIVATIVE; USEFUL; CYTOSTATIC; PLANT; PROTECT; AGENT; 

EPOXY; Dl; HYOROXY; TETRA; METHYL; OXO; ACID; LACTONE; DERIVATIVE 
Index Terms/Additional Words: THIAZOLYL 
Derwent Class: B02; 803; C02 
International Patent Class (Main): C07D-493/08 
International Patent Class (Additional): A01N-043/90; A61K-031/425; 

C07D-41 7/06; C07D-493/1 8; C07D-497/08; C07F-007/07; C07F-009/655 
File Segment: CPI 

Manual Codes (CPI/A-N): B06-A02: C06-A02; B07-A03: C07-A03; B07-F01; 
C07-F01 

Chemical Fragment Codes (M2): 
•01" B614 B711 B712 B720 B743 8744 B831 B832 F012 F014 F015 F016 F017 
Ellipsed... 

M710 M903 M904 P002 P340 P431 P633 9727-00407-N 00561 40014 76869 
76870 76871 00012 
Ring Index Numbers: 00561 ; 4001 4; 76869; 76870; 76871 ; 0001 2 
Generic Compound Numbers: 9727-00401-N; 9727-00402-N; 9727-00403-N; 
9727-00404-N; 9727-00405-N; 9727-00406-N; 9727-00407-N 
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Epithilone derive, obtd. by cultivating aoranglum celluloaum • are 
fungicides and funglatatJc(a) for plant protection and pharmaceutical 
with cyto-toxlc and Immun euppresah/e actWIty cnner** ima gmbh 

Patent Assignee: CIBA GEIGY AG (CIBA ); GBF GE3 BIOTECH FORSCHUNQ GMBH 
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Inv htor BEDORF N; GERTH K; HOFLE G; REiCHENBACH H; HOEFLE G 
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Priority Applications (No Type Date): DE 41 38042 A 1 991 1 1 1 9 
Cited Patents: Unl.Ref; JP 54038113 
Patent Details: 

Patent Kind Lan Pg Filing Notes Application Patent 
DE 4138042 A1 10 
WO 9310121 A1 G 23 

Designated States (National): AU CA Fl HU JP KR NO US 

Designated States (Regional): AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LU MC NL 

SE 

AU 9229437 A Based on WO 9310121 

DE 4138042 C2 10 

Abstract (Basic): DE 41 38042 A 

Epothilone derivs. of formula (I) are new. In (I) R1 ■ H, 1-4C 
aikyl, 1-4C acyl. U+, K+, Na+, 1/2Mg2+. or 1/2Ca2+; R2 = H or Me. 

(I) can be prepd. by (a) cultivating sorangium cellulosum strain 
So ce 90 in a medium contg. C and N source and mineral salts; (b) 
adding an adsorber resin either during or after cultivation; (c) sepg. 
the fermenter broth; (d) eluting the (I) from the adsorber resin; and 
(e) removing solvent(s) from the eluate immediately or after further 
purificn. steps; and opt. (f) purifying and separating the various 
cpds. (I) by high pressure/low pressure chromatography and/or 
recrystailisation. 

USE/ADVANTAGE - (I) can be used as plant protecting agents in 
agriculture, forestery and/or horticulture, esp. as fungicides or 
fungistatics. (I) can also be used as therapeutic agents which esp. 
have cytotoxic activity and/or immunosuppressive activity. No further 
details of the activity given. 

ber 

Dwg.070 

Abstract (Equivalent): DE 4138042 C 

Epothilone cpds. of formula (t) are new. R1 is H, 1-4C aikyl, 
1 -4C acyl, Li, K, Na, 1/2 Mg or 1/2 Ca; and R2 is H or CH3. Two 
epothilonea , with specified NMR spectra (1H and 13C), IR spectrum 
etc.; and empirical formulae C26H39N06S (493) and C27H41N06S (507) are 
specifically claimed 

(I) are prepd by cutturing strain So ce 90 in a medium contg. a 
source of C and N f and minerals; adding adsorbent resin; removing the 
ferment broght, eluting (I) from the resin removing solvent; etc.; and 
purifying and separating the (I) by HP/IP chromatography and/or 
recrystailisation. 

USE/ADVANTAGE • (I) are plant-protective agents and therapeutics 
with cytotoxic and immunosuppressive properties (claimed). 
Dwg.0/0 
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FUNGICIDE; FUNGICIDE; PLANT; PROTECT; PHARMACEUTICAL; CYTO; TOXIC; 
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International Patent Class (Main): C07D-493/04 

International Patent Class (Additional): A01 N-043/90; A01N-063/02; 

A61K-031/425; C07G-011/00; C12P-017/18; C07D-303-00; C07D-313-00; 

C07D-493/04; C12R-001-00 
File Segment CPI 

Manual Codes (CPl/A-N): B06-A03; C06-A03; B12-A02C; C12-A02C; B12-D02B; 
C12-D02B; D05-C 

Chemical Fragment Codes (M2): 
*01* D015 D016 D030 D160 F012 F014 F710 H401 H402 H421 H422 H521 H522 H7 
H721 J5 J522 L472 L499 L9 L942 M1 M126 M133 M210 M211 M212 M213 M214 
M215 M216 M231 M232 M233 M240 M272 M281 M282 M283 M313 M321 M331 
M342 M412 M51 1 M521 M530 M540 M710 M903 M904 P001 P241 P433 P633 
Q233 9322-02501 -N 40014 

Ring Index Numbers: 40014 

Generic Compound Numbers: 9322-02501 -N 
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